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第 1 章 
緒言 
 
 
本章では，研究の背景について記述する．1-1 序論では，分析化学における表面
支援レーザー脱離イオン化（Surface-Assisted Laser Desorption/Ionization; SALDI）
法の位置づけについて，さまざまな質量分析法の利点と欠点とともに概説する．1-2
では質量分析法について詳しく解説し，1-3 では表面プラズモン励起，1-4 では研究
目的，1-5 では本論文の構成について記述する． 
 
 
1-1 序論 
 
近年，環境汚染物質や生体関連物質などが引き起こす，がんやアレルギー疾患と
いった人体への影響が懸念され，それらを検出・同定するために，様々な分析技術の
開発が進められている．自然界に放出された環境汚染物質は拡散・希釈され，また生
体内に存在する物質は極微量であるため，その検出には ppm ないしは ppb オーダー
の高い感度が要求される．一般的に，高感度分析が可能な手法として分光法があり，
官能基や含有元素などの同定に有効である．しかし，複雑な構造を持つ分子の場合で
は，分子量のような構成原子全体が関係する観測量が情報として必要である．そのた
め，分子量が得られる質量分析法（Mass Spectromtry; MS）は，試料の同定に強力
な分析手法として，幅広い分野で用いられている．その多くが揮発性である環境汚染
物質は，ガスクスクロマトグラフィー質量分析（GC-MS）法や液体クロマトグラフィ
ー質量分析（LC-MS）法を用いることで可能である．また，エレクトロスプレーイオ
ン化質量分析（ESI-MS）法は，可溶性で極性をもつ高分子量・難揮発性物質の分析
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を可能としている．一方，レーザー脱離イオン化質量分析（LDI-MS）法は，複雑な
構造を持つ分子の同定に有力な手法である．照射するレーザー光によって，熱的に不
安定な試料や巨大分子の測定が困難という問題があったが，マトリックス支援レーザ
ー脱離イオン化（Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization; MALDI-MS）法に
より[1-4]，この問題は大きく改善され，現在では生体関連物質の検出および同定に，有
力な手法として用いられている． 
MALDI-MS 法では，測定試料の解離を防ぐため照射レーザー光を吸収し効率的
に試料分子に熱エネルギーを与えるマトリックス分子（エネルギー吸収体）を大過剰
に添加する．マトリックス分子の信号も低分子量領域に観測されるため，試料由来の
イオンと，マトリックス由来のイオンの識別が困難である．また，マトリックスと試
料の混合状態（混晶の状態）が信号強度に大きく影響し，混晶の生成は試料作製条件
に敏感である．結果として，マトリックス分子の添加は，定量的な再現性を低下させ
る原因となる．極端な場合には，対象物が含まれていても，ピークが全くスペクトル
上に現れないこともあり，試料が存在しないことを確認するには，さまざまな条件で
試料を作製し，繰り返し測定を行う必要がある[5,6]． 
MALDI 法の欠点を改善するため，マトリックス分子の代わりに，加工されたイ
オン化基板表面や無機材料表面をレーザーエネルギー吸収体として利用する SALDI
法が開発された．その代表例である，多孔質 Si 基板を用いた研究では，基板表面の
微細構造と試料との相互作用がイオン化に寄与していることを示唆する結果が得ら
れている[7-10]．また，焦電性基板を用いた研究では，表面構造による寄与ではなく基
板が導電性を有することが非解離性の向上に寄与していることが見出された[11]．ゲル
マニウムナノドット基板[12]や金属ナノ構造体自身[13,14]をエネルギー吸収体として用い
る手法も報告されている．これらの SALDI-MS 法では，その脱離イオン化機構には，
試料分子への供給エネルギーとして基板表面に局在化された熱エネルギーに加えて，
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新たにイオン化基板表面が持つ物理・化学的な性質や光学応答性などの関与が示唆さ
れている． 
 
 
1-2 質量分析法（Mass Spectrometry: MS）[15,16] 
 
MS 法は微量な試料の分子量情報を，迅速に直接取得することができる手法であ
り，分子関連イオンだけでなく解離生成物（フラグメントイオン）の質量数から構造
解析に用いることもできる．MS 法では，イオン化した試料分子を真空中に飛行させ，
電場や磁場により質量電荷比（質量 m を電荷 z で割った値）に応じて分離・検出す
る．マススペクトルは，m/z が横軸，検出強度が縦軸となるため，試料分子が解離し
ていない場合には，試料の分子量が直接得られる．イオン化手法によっては，試料分
子が 2 価以上に荷電した多価イオン，フラグメントイオン，試料同士が会合した会合
イオンなどが生成する．また，通常，分子は天然同位体存在比に従った同位体元素を
含んでおり，それぞれのピークはこれに由来する分子固有の分布を持って現れる．マ
ススペクトルにはこれらのピークが全て含まれるため，場合によっては複雑なマスス
ペクトルとなる．したがって，混合試料のマススペクトルを帰属することは容易では
ない． 逆に，この豊富な情報量は，純物質の同定や構造決定にはきわめて強力な手
段となるため，有機化学や生化学の分野で多用される重要な分析法となっている．ま
た，単離した分子イオンに過剰なエネルギーを与えることで，試料分子を分解し，解
裂情報を分析することによって分子の化学構造の情報を得られることも大きな利点
である． 
質量分析装置は， 
① 試料分子をイオン化するイオン源， 
② 生成されたイオンを質量電荷比で分離する分析部， 
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③ 分離されたイオンを検出する検出部， 
④ 検出されたデータを解析処理するデータ解析システム， 
の 4つの部分に分けられる．種々のイオン化法を Table 1-2-1に，分離部を Table 1-2-2
に，検出部を Table 1-2-3 に示す． 
 
  
Table 1-2-1 質量分析における主なイオン化法 
イオン化法 対象試料 原理・特徴 
EI 
気体，揮発性が高い固体や
液体 
気体状態の分子に加速した熱電子を照射し分子から
電子を剥ぎ取りイオン化する． 
GC-MS に適する．試料がフラグメント化しやすい． 
CI 気体，揮発性の高い液体 
試薬ガスから生成したイオンと気体試料分子の反応
でイオン化する． 
EI 法に比べて，フラグメントしにくい． 
FAB 
固体，液体，熱に不安定な
試料，揮発性の低い試料，
生体関連物質 
試料をマトリックス（グリセリンなど）に混ぜ，こ
こに高速で中性原子（Ar, Xe など）を衝突させるこ
とでイオン化する方法である．試料を気化する必要
が無いため，広範囲の物質に使用できる．適用でき
る分子量範囲は 500～5000 Da 程度． 
ESI 
液体，溶媒に溶解した固
体，揮発性の低い試料，極
性の高い試料，生体関連物
質 
試料溶液を細管に通し高電圧を印加することで帯電
した液滴として噴霧させたのち，溶媒を蒸発させて
多価イオンを生成させる．大気圧下でのイオン化．
分子量 10 万程度以下の全分子量領域で測定可能． 
APCI 液体，溶媒に溶解した固体 
試料溶液を加熱噴霧して窒素ガスと共に流し，コロ
ナ放電によって窒素ガスをイオン化後，試料分子と
のイオン分子反応を起こす． 
大気圧下でのイオン化が可能． 
MALDI 
熱に不安定な試料，揮発性
の低い試料，生体関連物質 
試料溶液とマトリックスを混和し乾燥させたものに
レーザーを照射し，マトリックスを励起し脱離・イ
オン化する．最も高質量領域まで測定可能． 
EI： 電子衝撃イオン化法（Electron Impact） 
CI： 化学イオン化法（Chemical Ionization） 
FAB： 高速原子衝撃法（Fast Atom Bombardment） 
ESI： エレクトロスプレーイオン化法（Electrospray Ionization） 
APCI： 大気圧化学イオン化法（Atmospheric Pressure Chemical Ionization） 
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Table 1-2-2 質量分析における主な分析部 
質量分離装置 原理・特徴 
MS 
磁場中で運動するイオンにかかる力を利用．磁場の強さを変化させ，磁
場中でのイオンの軌道の曲率を変化させることによって質量電荷比に
応じて分離する． 
Quadrupole 
四本のロッドを正方形の四隅から平行に設置し，ロッドに高周波電位と
直流電位を重ね合わせた電位を与える．イオンを 4 本のロッドの中心に
送り込むと質量電荷比に応じて振動しながら進み，一定範囲の質量電荷
比のイオンだけを取り出すことができる． 
測定可能な質量の上限は 2000～4000 Da． 
IT 
イオンを電極からなるトラップ室に保持し，この電位を変化させること
で選択的にイオンを放出することで分離を行う．印加する高周波の電圧
を徐々に強くしていくと，質量電荷比の小さいものから順にイオントラ
ップの外に出てくるのでマススペクトルが得られる． 
TOF 
イオンを加速してから検出器に到達するまでの時間によって分離する．
原理的に，測定可能な質量数範囲に制限がない．全てのイオンを捨てる
ことなく検出可能なため高感度である． 
高感度な測定方法であるリニア（Linear）型と，イオン反射器を用い高
い質量分解能が得られるリフレクタ（Reflector）型がある． 
FT-ICR 
イオンサイクロトロン共鳴現象を利用したもので，高質量イオンが高分
解能で測定できる．六面の電極で構成されたセル中で強磁場をかけるこ
とでイオンを回転運動させる．それぞれのイオンの回転速度に応じた周
波数信号が混合して検出され，それをフーリエ変換しマススペクトルを
得る． 
微量試料で信号雑音比（S/N 比）が大きなスペクトルが得やすい． 
MS： 磁場偏向型（Magnetic Sector） 
Quadrupole： 四重極型 
IT： イオントラップ型（Ion Trap） 
TOF： 飛行時間型（Time of Flight） 
FT-ICR： フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型（Fourier-Transform Ion 
Cyclotron Resonance） 
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Table 1-2-3 質量分析における主な検出器 
主な検出器 原理・特徴 
SEM 
多くの装置で用いられている検出器であり，イオンが金
属表面に衝突することで複数の二次電子が放出される性
質を利用している．イオンの質量が大きいものほど感度
が低下する． 
PAD 
電子増倍管の前にアルミニウム電極を設置し，高電圧を
印加する．イオンをアルミニウム電極に衝突させ，二次
電子を放出後，電子増倍管へ加速することで高い電子収
率が得られる． 
高質量イオンを感度よく検出することが可能． 
チャンネルトロン 
二次電子増倍を連続した表面で行う検出器．ラッパ型の
ガラス内側に鉛を塗布し，高電圧を印加する．鉛ガラス
の電気抵抗によって連続した電位勾配ができ，連続した
電子増倍管のように働く． 
MCP 
二次電子増倍作用のある小さなチャンネルを平面に多数
並べた様な構造をしており，薄い板状になっている．表
面と裏面の間に高電圧を印加して使用し，広い面積で検
出可能なためイオン収束機能を持たない TOF-MS などに
用いられる． 
アレイ検出器 
数千個の小さなチャンネルを直線に配列したもの．イオ
ンの焦点面に設置することで磁場あるいは電場によって
分散した複数のイオンを同時に検出可能．S/N 比の大き
いスペクトルが得られるが，限られた範囲のイオンしか
検出できないので，磁場や電場を段階的に切り替えて必
要な範囲を測定する． 
PATRICTM 
MCP に生成した電子なだれを MCP の裏側に設置した帯
状導電性電極で検出する．イオンが到達した位置と時間
を正確に検出でき，磁場などを掃引しながら連続的にア
レイ検出することが可能である． 
SEM： 二次電子増倍管（Secondary Electron Multiplier） 
PAD： 後段加速型検出器（Post-Acceleration Detector） 
MCP： マイクロチャンネルプレート（Microchannel Plate） 
PATRICTM： 位置・時間分解型アレイ検出器（Position and Time 
Resolved Ion Counting） 
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試料分子はそれぞれ固有のマススペクトルを示すため，ここで検出された分子関
連イオンピークは，分子量による分子の同定に用いられる．分子関連イオンピーク，
フラグメントイオンピークの検出のためには，試料分子を気体状のイオンにする必要
があり，また試料分子によって適切なイオン化法が異なるため，これまでに，数多く
のイオン化法が考案・実用化されてきた．Table 1-2-1 に示すように，電子衝撃法（EI），
化学イオン化法（CI），レーザー脱離イオン化法（LDI），エレクトロスプレーイオン
化法（ESI）などが開発されている．特に，本研究と関連の深い，LDI 法や MALDI
法については，次節以降に詳しく説明する． 
分析部は，磁場を利用するものと，利用しないものの 2 種類に大別できる．現在
実用的に用いられている質量分析装置は，磁場を利用しない飛行時間型（TOF 型）や
四重極型（Q フィルター型，イオントラップ型），磁場を利用する磁場型や FT-ICR 型
（イオンサイクロトロン型），などがある．イオンの軌道で分類すると，分析の際に
イオンが分析部を通り抜けていくタイプが TOF 型，Q フィルター型，磁場型であり，
イオンが分析部に存在し続けるものがイオントラップ型，FT-ICR 型である．これら
の分析法が様々なイオン化法と組み合わされ，汎用性の高い計測技術として，生物学，
医･薬学，天文学，同位体地球科学，環境科学，原子物理学などの分野で欠くことの
できない手段となっている． 
 
 
1-2-1 LDI 法 
 
固体状態の試料にレーザーを照射すると，温度上昇に伴う脱離（昇華）現象が起
こる．それと同時に試料分子は高い励起状態になり，イオン化する．このように，LDI
法では脱離とイオン化の二つの過程がそれぞれ並行して起こる必要がある．しかし，
試料に直接レーザーを照射し，試料自身にレーザーを吸収させ，急速な温度上昇によ
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り昇華させることは，試料に過剰エネルギー（イオン化エネルギーを超過した内部エ
ネルギー）を与えやすい．そのため，生体高分子のようなフラグメンテーションを起
こしやすい試料には不向きなイオン化法であると考えられている．また，LDI 法では
効果的に脱離もしくはイオン化されない試料も多く存在する． 
 
 
1-2-2 MALDI 法 
 
MALDI 法[1-4]は，2002 年に田中耕一氏がノーベル化学賞を受賞した分析技術であ
り，Hillenkamp らによって開発・改良され，先述した生物学や医・薬学などの分野
で幅広く応用されている．MALDI 法は数あるイオン化法の中の一つであり，文字通
り，マトリックス（仲介物）が支援することで，試料分子を脱離およびイオン化する
方法である．MALDI 法は，EI 法や CI 法では測定困難であった熱に不安定な物質や
高分子量物質の解離を抑えることに成功し，分子イオンピークの検出が可能な非解離
性の高い方法として，大きな注目を浴びている．この方法は，生体に存在するタンパ
ク質など分子量のきわめて大きい化合物のイオン化に特に威力を発揮し，TOF-MS と
組み合わせることにより高感度の検出が可能である．また，10 万以上の分子量を有
する化合物の測定も可能となり，MALDI 法はタンパク質の構造解析などに汎用され
ている． 
レーザー照射によってイオンが生成する機構は多種多様であり，MALDI 法にお
けるイオン化原理も現時点で未解明の部分が多い．本節では，もっとも一般的なイオ
ン化機構について，その概略を説明する．レーザー照射された試料に起こる現象のイ
メージ図を Fig. 1-2-1 に示す． 
MALDI 法では試料分子とマトリックスの混晶を作製し，主に紫外レーザー光を
照射することでイオン化を行う．試料分子とマトリックスの均一な混晶に高密度なレ
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ーザー光を照射すると，まずマトリックスがレーザーの光子を吸収して電子励起状態
に達する．それと同時に混晶の温度が上昇して試料と共に蒸発（昇華）する．これに
よって試料分子単体ではうまく昇華しないものであっても，マトリックス支援によっ
て昇華される．次に，蒸発した試料は励起状態にあるマトリックスによって化学的イ
オン化を受ける．多くの場合，マトリックス分子から脱離したプロトンが試料分子に
移動して試料をイオン化すると考えられている（疑分子イオン化）．プロトンが付加
するためには試料分子にある程度の極性が必要であり，MALDI 法も万能ではない． 
MALDI 法が非解離性の向上に成功した理由は，照射するレーザー波長領域に吸
収を持つマトリックス分子をエネルギー吸収体として選択し，試料分子に対して多量
に用いることで試料分子を分散させたため，試料が照射レーザーエネルギーから受け
るダメージを軽減させることが出来たからである．マトリックス分子が吸収したレー
ザーエネルギーは熱エネルギー等に変換され，マトリックス分子から試料分子へその
エネルギーが伝達されるため，試料は間接的に照射レーザーエネルギーを受ける．そ
Fig. 1-2-1 （上）LDI 法および（下）MALDI 法において，レーザー照射された試
料に起こる現象と取得できるマススペクトルのイメージ図 
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の結果，試料分子への過剰なエネルギー供給が抑制され，非解離レーザー脱離イオン
化が達成されたと考えられる． 
一方，1-1 で先述したように，マトリックスを添加することによる欠点として，
一般的に以下の問題が挙げられている． 
① マトリックス分子には試料分子との相性やレーザーの励起波長に強い依存性
があるため，測定試料ごとに適切なマトリックス分子を選択する必要が生じる． 
② 測定試料とマトリックス分子との混晶には濃度不均一が生じやすく，定量性
に関して再現性が期待できない． 
③ 低分子量領域においてマトリックス分子と測定試料のフラグメントイオン由
来のピークが混在するため，解析が困難になる． 
これらの理由から，マトリックス分子を添加することなく非解離レーザーイオン
化を可能にする技術が求められている． 
 
 
1-2-3 SALDI（Surface-Assisted Laser Desorption Ionization）法 
 
前節に述べた，MALDI 法の欠点を克服すべく，開発されているイオン化法が，
表面支援レーザー脱離イオン化（SALDI）法である．SALDI 法では，マトリックス分
子にレーザーのエネルギーを吸収させ，試料に対して間接的にエネルギー供給を行う
という MALDI 法の概念に基づき，マトリックス分子の代わりにイオン化基板表面を
レーザーエネルギー吸収体として利用し，基板表面が受け取ったエネルギーを試料分
子に供給し，脱離イオン化を行っている．その代表的な手法である，Siuzdak らが開
発 し た ナ ノ 表 面 粗 さ を 持 つ 多 孔 質 シ リ コ ン 基 板 を 用 い た DIOS
（Desorption/Ionization On Silicon）法[7-10]では，試料分子への間接的なエネルギー
供給により非解離なレーザー脱離イオン化に成功している． 
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DIOS 法は多孔質 Si の紫外レーザー光の吸収特性を利用し，基板に吸収されたエ
ネルギーを間接的に試料に伝達する方法であり，フラグメンテーションが少ない，も
しくは全くないという点で，MALDI 法と似たような特徴を示す．さらに，マトリッ
クス分子を用いないため，低分子量の解析が容易になり，MALDI 法に代わる手法と
して多くの研究者の関心を集めている[8]．DIOS-MS 法では 3000 Da 以下の分子ピー
クが得られ，最近は多くのタンパク質への応用が発展している．現在汎用されている
主な MALDI-MS 装置はサンプルプレートを DIOS 基板に変えるだけで簡単に
DIOS-MS 装置として機能する． 
DIOS 法において，効率と非解離性が向上する理由として，表面にナノサイズの
細孔を持たせることによる，試料分子の捕捉効果，比表面積の向上という効果，表面
の光応答性の向上という効果，表面から試料への効率的なエネルギー移動という効果
が提案されている[17]．一方で，DIOS 基板は高い表面活性を有するため，試料分子と
の反応や，空気や不純物などによる表面劣化を抑制する表面修飾分子によるコーティ
ングが必要である．表面修飾分子は，MALDI 法におけるマトリックス分子と同様に
試料のイオン化に必要なプロトンを与えるプロトンソースとしての役割を有するた
め，シリコン基板表面をイオン化用基板に用いるためには必要不可欠となる．表面か
ら測定試料へのエネルギー移動過程は複雑であり，よくわかっていない． 
Sato らは，DIOS 法と同様に表面に誘起される場を介して，試料に間接的にエネ
ルギーを与える手法として，焦電性基板上においてレーザーによって表面に誘起され
た電場を利用した非解離なイオン化法を報告している[11]．焦電性とは，絶縁性のある
セラミックの性質の一つで，熱エネルギーを吸収して，温度変化が生じ，その温度変
化に比例して表面に電荷が誘起される現象のことを言う．この報告によると，チタン
酸ジルコン酸ランタンを基板に用いた場合，ペプチド，糖類，合成ポリマー等がフラ
グメントイオンなしで検出された．一方，焦電性のない類似する材質の基板では，フ
ラグメントイオンなく分子イオンを検出することができなかった．焦電性基板は平滑
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な表面を用いているため，表面構造以外の因子が働いていることが予測され，光エネ
ルギーが基板に吸収されることにより電荷が表面に誘起され，その表面電荷と試料分
子との相互作用，表面を介した間接的なエネルギー移動により非解離性の向上が達成
されるというメカニズムが提案されている．しかし，完全に制御された表面を用いて
いないため，この手法におけるイオン化メカニズムには曖昧な点が多い． 
同じく，Sato らは，マトリックスを用いずにイオン化を達成するために，DIOS
法で用いられている多孔質シリコン（数 10～数 100 nm の微細な細孔構造をもつ）
を応用し，シリコン単結晶基板上に数 10～数 100 nm のゲルマニウムのドットを成
長させたゲルマニウムナノドット（GeND）をイオン化基板として用いる SALDI-MS
法を開発した[12]．この GeND 基板ではペプチド，糖質，合成ポリマーなど，様々な化
合物に対して，低質量領域に妨害ピークをほとんど発生させることなく，高感度なマ
ススペクトルが得られることを報告している．GeND の大きさや形状は分子線エピタ
キシーの条件に依存するため，さまざまな生成条件での基板のイオン化能が検討され
ている．その結果，小さなドットが密に成長した基板を用いた場合に，低いレーザー
光強度で試料のイオン化が可能であること，GeND の占有率が高くなるにつれて質量
分解能が向上すること，占有率が 100％になると感度や質量分解能が低下することが
分かっている．Sato らはこの現象について，脱離イオン化に際して試料分子に与えら
れる初期運動エネルギーのばらつきが抑制されているためと考えた．すなわち，GeND
が疎らに成長したイオン化基板では，従来から提案されていた熱脱離モデルで脱離イ
オン化が起こっているが，GeND が密に成長したイオン化基板では電界脱離モデルで
脱離イオン化が起こっているのではないかと提案している．シリコン基板上に成長し
たゲルマニウムにレーザー光を照射すると，分極して GeND 表面には強力な正電荷が
発生し，GeND に吸着している試料分子イオン（カチオン）は電気的に反発して脱離
する．この電界脱離で試料分子が運動エネルギーをほとんど受け取らずに脱離イオン
 - 13 - 
 
化することにより，フラグメントを抑制した高分解能のマススペクトルが得られたと
主張している． 
 
 
1-2-4 表面プラズモン励起を誘起する金ナノ微粒子を利用した SALDI 法 
 
我々は，前節までに記述した MALDI 法や SALDI 法の研究から，試料分子と基板
表面が示す光学応答性や，表面電荷が試料分子の脱離イオン化に効果的であると予測
し，表面プラズモン（Surface plasmon : SP）励起を誘起する金ナノ微粒子（AuNP）
を利用した SALDI 法の開発を行ってきた[18]．この手法では，MALDI 法のように，粒
子径数 10 nm 程度の AuNP を試料分子と混合したり，SALDI 法のように，シリコン
基板上にドット状に点在させたイオン化基板を作製するなどして，AuNP 表面に吸着
した色素分子の効率的なイオン化を行った．また，SP 励起の誘起／非誘起条件や
AuNP の粒子径による比較から，SP 励起により生成された励起電子が脱離イオン化
に寄与することを報告した．これらの結果から，AuNP 表面に誘起される特異的な光
学応答性である SP 励起が，試料分子の脱離イオン化を支援することを見出した．既
に単分子膜程度の検出感度が得られているが，分析性能の観点において，非解離性，
および試料汎用性については改善の余地がある． 
 
 
1-3 表面プラズモン励起 
 
金属表面は特殊な反応場であり，特に，ナノ粒子やナノ構造体においてはその莫
大な比表面積により，サイズ特異的な触媒作用など，バルクでは起こり得ない現象が
数多く見出されている．特に，金・銀・銅などの金属ナノ微粒子（Metal nanoparticle; 
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MNP）は，特定の波長の光を強く吸収することにより，SP 励起と呼ばれる，特異的
な光学応答性を示すことが知られている．金属中の電子は，各原子核に強く束縛され
た内殻電子と，固体中を自由に動き回る価電子（=自由電子）とに分類される．例え
ば，アルミニウムの場合，原子 1 個当たり，1s から 2p 軌道までの 10 個が内殻電子，
3s,と 3p 軌道の 3 個が自由電子である．自由電子は固体凝集の源で固体の結晶構造・
電子物性のほとんどを決定する．自由電子の集団振動によって生じる電荷の揺らぎに
よる固有モードをプラズモン，その固有振動をプラズマ振動数という．この際，電子
間のクーロン相互作用によって多数の自由電子がエネルギーの高い状態へ同時に励
起されるので，個々の電子の個別励起（一体励起）と区別して，プラズモン励起と呼
んでいる．金属や半導体に電子や光を入射した場合に表面上に電荷の集団振動が誘起
されて生じる固有振動が SP 励起である[19]．MNP の SP 励起では，その吸収した光エ
ネルギーは電子励起に利用され，その励起電子が MNP 表面に局在化される．この際
に，これらの励起電子群の集団振動により，表面には強い電磁場が生成され，ラマン
分光法[20,21]，赤外吸収分光法[22, 23]，および蛍光分光法[24, 25]といった分光法の信号増強
に幅広く利用されている．その他の応用例としては，ナノ加工やナノイメージング，
あるいは，MNP を表面修飾し化学・光学特性を利用することで，分子センサー[26, 27]
や電極，顕微鏡のプローブ[28-30]などに広く展開されている． 
 
 
1-4 研究目的 
 
本研究では，高い光応答性と化学的な安定性で知られる AuNP が示す増感作用に
注目し，従来法の分析性能の向上を目的とした SALDI-MS 法の開発を進めた．特に，
AuNP の 2 次元配列基板の作製・開発，および AuNP 上への有機分子の表面修飾を
導入することで，先述した，従来法における問題点の改善を試みた．また，SP 励起
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により誘起される効果を Raman 散乱測定から見積もり，LDI-MS 測定結果と比較す
ることで，SP 励起の脱離イオン化への寄与を調査した． 
 
 
1-5 本論文の構成 
 
本論文の構成を以下に記述する． 
 
1 章・・・ 研究の背景，分析化学における SALDI 法の位置づけについて，さまざ
まな質量分析法の利点と欠点とともに概説した．さらに，質量分析法
についての解説，表面プラズモン励起，研究目的について記述した． 
2 章・・・ 飛行時間型の基本的な原理と，本研究で使用した飛行時間型質量分析
装置について記述する． 
3 章・・・ 液液界面法により作製した AuNP の 2 次元配列基板の配列性と， 
SALDI-MS 測定結果とを総合的に評価し，基板作製法の最適化につい
て記述する． 
4 章・・・ AuNP 表面上にアルカンチオール類を修飾したイオン化基板を用いた
際の試料汎用性について記述する． 
5 章・・・ SALDI-MS 測定結果と Raman 測定結果との比較から，SP 励起のマス
スペクトルへの寄与について記述する． 
6 章・・・ 本論文の総括を記述する． 
  
 - 16 - 
 
1-6 参考文献 
 
[1] K. Tanaka, H. Waki, Y. Ido, S. Akita, Y. Yoshida, and T. Yoshida, Rapid 
Commun. Mass Spectrom. 2, 151 (1988). 
[2] M. Karas, D. Bachmann, and F. Hillenkamp, Anal. Chem. 57, 2935 (1985). 
[3] M. Karas, D. Bachmann, U. Bahr, and F. Hillenkamp, Int. J. Mass. 
Spectrom. 78, 53 (1987). 
[4] M. Karas and F. Hillenkamp, Anal. Chem. 60, 2299 (1988). 
[5] O. Vorm, P. Roepstorff, and M. Mann, Anal. Chem. 66, 3281 (1994). 
[6] A. Górecka-Drzazga, S. Bargiel, R. Walczak, J. A. Dziuban, A. Kraj, T. Dyl, 
and J. Silberring, Sensors and Actuators B 103, 206 (2004). 
[7] J. Wei, J. M. Buriak, and G. Siuzdak, Nature 399, 243 (1999). 
[8] W.G. Lewis, Z. Shen, M. G. Finn, and G. Siuzdak, Int. J. Mass Spectrom. 
226, 107 (2003). 
[9] O. Shinjo, S. Yukiyasu, O. Kazuma, F. Hiroki, O. Jun, O. Masayoshi, W. 
Yoshinao, and A. Ryuichi, J. Mass Spectrom. Soc. Jpn. 52, 142 (2004). 
[10] R. Arakawa, S. Okuno, and Y. Wada, J. mass. Spectrom. Soc. jpn. 52, 33 
(2004). 
[11] H. Sato, T. Seino, A. Yamamoto, M. Torimura, and H. Tao, Chem. Lett. 34, 
1178 (2005). 
[12] T. Seino, H. Sato, A. Yamamoto, A. Nemoto, M. Torimura, and H. Tao, 
Anal. Chem. 79, 4827 (2007). 
[13] T.-C. Chiu, L.-C. Chang, C.-K. Chiang, and H.-T. Chang, J. Am. Soc. Mass 
Spectrom. 19, 1343 (2008). 
[14] H. Kawasaki, T. Yonezawa, T. Watanabe, and R. Arakawa, J. Phys. Chem. 
 - 17 - 
 
C 111, 16278 (2007). 
[15] 志田保夫, 笠間健嗣, 高山光男, 高橋利枝 著 化学同人 これならわかるマス
スペクトロメトリー． 
[16] J. H. グロス 著，日本質量分析学会出版委員会 翻訳，マススペクトロメトリ
ー． 
[17] Z. Shen, J. J. Thomas, C. Averbuj, K. M. Broo, M. Engelhard, J. E. Crowell, 
M. G. Finn, and G. Siuzdak, Anal.Chem. 73, 612 (2001). 
[18] K. Shibamoto, K. Sakata, K. Nagoshi, and T. Korenaga, J. Phys. Chem. C 
113, 17774 (2009). 
[19] 塚田捷 編, 丸善 表面科学シリーズ⑧ 表面の電子励起． 
[20] M. Baia, F. Toderas, L. Baia, J. Popp, and S. Astilean, Chem. Phys. Lett. 
422, 127 (2006). 
[21] J. M. McMahon, A.-I. Henry, K. L. Wustholz, M. J. Natan, R. G. Freeman, 
R. P. Van Duyne, and G. C. Schatz, Anal. Bioanal. Chem. 394 1819, (2009). 
[22] J. Kundu, F. Le, P. Nordlander, and N. J. Halas, Chem. Phys. Lett. 452, 115 
(2008). 
[23] F. Le, D. W. Brandl, Y. A. Urzhumov, H. Wang, J. Kundu, N. J. Halas, J. 
Aizpurua, and P. Nordlander, Acs Nano 2, 707 (2008). 
[24] E. G. Matveeva, T. Shtoyko, I. Gryczynski, I. Akopova, and Z. Gryczynski, 
Chem. Phys. Lett. 454, 85 (2008). 
[25] A. Fujiki, T. Uemura, N. Zettsu, M. Akai-Kasaya, A. Saito, and Y. Kuwahara, 
Appl. Phys. Lett. 96, 043307 (2010). 
[26] G. L. Liu, Y. Yin, S. Kunchakarra, B. Mukherjee, D. Gerion, S. D. Jett, D. G. 
Bear, J. W. Gray, A. P. Alivisatos, L. P. Lee, and F. F. Chen, Nat. 
Nanotechnol. 1, 47 (2006). 
 - 18 - 
 
[27] M. E. Ali, U. Hashim, S. Mustafa, Y. B. Che Man, and Kh. N. Islam, J. 
Nanomater. 2012, 130607 (2012). 
[28] X. Wu, E. S. Thrall, H. Liu, M. Steigerwald, and L. Brus, J. Phys. Chem. C 
114, 12896 (2010). 
[29] R. A. Reynolds III, C. A. Mirkin, and R. L. Letsinger, Pure Appl. Chem. 72, 
229 (2000). 
[30] G. Peng, U. Tisch, O. Adams, M. Hakim, N. Shehada, Y. Y. Broza, S. Billan, 
R. Abdah-Bortnyak, A. Kuten, and H. Haick, Nat. Nanotechnol. 4, 669 
(2009). 
- 19 - 
 
第 2 章 
実験装置 
 
 
本章では，2-1 で TOF 型の基本的な原理と，イオンの加速方式について概説する．2-2
では，本研究で使用した LDI-TOF-MS 装置について記述する． 
 
 
2-1 飛行時間（TOF）型 
 
2-1-1 飛行時間型分析装置[1] 
 
飛行時間型分析法の基本原理は，イオンを加速して一定の距離を自由飛行させた後で，
検出器に至るまでの飛行時間を測定するものである．通常，加速には一定距離内での定常
電場を用いるので，加速後の全てのイオンは一定のエネルギーを得る．したがって，レー
ザー照射によって正または負の電荷を帯びた荷電粒子として生成したイオンは，試料台と
加速板に印加された電位差 V0 によって電位の低い方向に飛んでいく．加速された後のイオ
ン速度 𝑣は，エネルギー保存則（式 2-1）によって求めることができる． 
𝑞𝑞𝑉0 = 12𝑚𝑣2 
∴ 𝑣 = �2𝑞𝑞𝑉0
𝑚
 
 q：イオンの荷数，e：電気素量，m：イオンの質量，𝑣：イオン速度，V0：電位差 
ここで e ，V0 は，どのイオンに対しても一定で，m/q 値が小さいイオンほど高速に飛
行し，大きいイオンほど検出器に到達する時間が遅くなる．厳密には V0 =V0+ε/e（ε：レ
(式 2-1) 
(式 2-2) 
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ーザーによる励起等によって得られる運動エネルギー）となる．このように，質量電荷比m/q によってイオンの飛行する時間が異なることを利用して質量分析を行う方法は，一般
に飛行時間型質量分析法（TOF-MS : Time-of-Flight Mass Spectrometry）と呼ばれてい
る． 
TOF-MS は，原理的には質量の測定限界の制約がない．イオン化部で発生したイオン
は（式 2-2）の速度 𝑣で加速部から検出部までの距離 L を飛行するので，飛行時間 𝑡 は以下
の式で表される． 
∴ 𝑡 = 𝐿
𝑣
= 𝐿 ⋅ � 𝑚2𝑞𝑞𝑉0 
∴ 𝑚/𝑞 = 2𝑞𝑉0 𝑡2𝐿2 V0，L は装置定数であり，計測する時間 𝑡 が 0～∞であると仮定した場合，計測可能な
質量電荷比は 0 ≦ m/q ≦ ∞となる．TOF-MS にはリニア型とリフレクトロン型がある．
ここでは，本研究で使用したリニア型について簡単に説明する．リニア型はイオンが加速
領域から検出器に到達するまで無電界である．直線飛行することで，飛行途中で分解した
イオンや中性粒子も全て検出できるため極めて高感度な測定法である．しかし，イオン生
成時の初期エネルギーの分布がそのまま飛行時間に反映されるため，質量分解能はそれほ
ど高くはない．リニア型でイオン化部，加速領域および初期エネルギーの分布を考慮した
理論式を以下に示す． 
𝑇𝑇𝐹 = �2𝑀𝑚0
𝑞𝑞
��𝑉0 + 𝜀𝑞 − �𝜀𝑞� ∙ 𝐷0𝑉0 + �𝑀𝑚0𝑞𝑞 ∙ 𝐿0�𝑉0 + 𝜀 𝑞⁄  M：イオン質量数 [u]，m0：原子質量単位［a.m.u.］=1.66 ×10-27 [kg]（式(2-1,2,3,4)の m 
→ m0・M），D0：引き出し距離 [m]，L0：ドリフト距離 [m]，V0：引き出し電圧 [V]，e：
電気素量 1.6×10-19 [C]，q：電荷数，ε：イオン初期エネルギー [eV]． 
 
(式 2-5) 
(式 2-3) 
(式 2-4) 
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2-1-2 線形 2 段加速方式[2] 
 
Fig. 2-1-1 に，線形 2 段加速方式での装置構成の模式図を示す．イオンは P0 近傍からP1 までの間に空間的に均一な電場で加速された後，P1 から P2 の間でさらに加速される．そ
の後，無電場空間を自由飛行して検出器上の P3 に至る．また，イオンは P0 近傍から出発
する際に加速方向に初期速度を持っており，この分布の平均はゼロと仮定する．例えば，
Fig. 2-1-1 内に示したイオン 1 は加速方向と反対向き，イオン 2 は加速方向の向きに初速
度を持っている．このとき全飛行時間𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡は次のように表せる． 
𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 = �𝑚2 ×
⎩
⎪
⎪
⎪
⎨
⎪
⎪
⎪
⎧ 2𝐿𝑡1
𝑞𝑈𝑡1
��𝐾𝑖𝑖𝑖 + 𝑠𝐿𝑡1 𝑞𝑈𝑡1 ± �𝐾𝑖𝑖𝑖�                                  
+ 2𝐿𝑡2
𝑞𝑈𝑡2
��𝐾𝑖𝑖𝑖 + 𝑠𝐿𝑡1 𝑞𝑈𝑡1 + 𝑎𝑈𝑡2 − �𝐾𝑖𝑖𝑖 + 𝑠𝐿𝑡1 𝑞𝑈𝑡1�+ 𝐿𝑑
�𝐾𝑖𝑖𝑖 + 𝑠𝐿𝑡1 𝑞𝑈𝑡1 + 𝑎𝑈𝑡2                                                       ⎭⎪⎪
⎪
⎬
⎪
⎪
⎪
⎫
 
Fig. 2-1-1 線形 2 段加速方式の装置構成 
(式 2-6) 
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𝐾𝑖𝑖𝑖は加速方向に持っていた初期速度による初期エネルギーであり，第一項内の正負の
二重符号±は初期速度が加速方向と反対（Fig. 2-1-1 中のイオン 1）が加速方向と同じ向き
(Fig. 2-1-1 中のイオン 2)かによって決まる． 
表式を簡単化するために，質量 m を持つ粒子の加速後の（すなわち，Fig. 2-1-1 中の
イオン 2）平均のエネルギーK0,エネルギーの相対分布 ε と δ，長さ，電位，エネルギーな
どの量を次のように定義・規格化する． 
𝐾0 ≡ 〈𝐾𝑖𝑖𝑖〉 + 〈𝑠〉𝐿𝑡1 𝑞𝑈𝑡1 + 𝑞𝑈𝑡2
𝛿 ≡
𝐾𝑖𝑖𝑖 − 〈𝐾𝑖𝑖𝑖〉
𝐾0
                      
𝜀 ≡ 𝛿 + 𝑠 − 〈𝑠〉
𝐿𝑡1
                        
⎭
⎪⎪
⎬
⎪⎪
⎫
 
 
𝐿0 ≡ 𝐿𝑡1 + 𝐿𝑡2 + 𝐿𝑑             
𝑙𝑖 ≡
𝐿𝑖
𝐿0
       (𝑖 = 𝑎1,𝑎2,𝑑)
𝑎1 ≡
𝑞𝑈𝑡1
𝐾0
,   𝑎2 ≡ 𝑞𝑈𝑡2𝐾0       ⎭⎪⎬
⎪
⎫
 
δ は初期速度の分布に伴う初期エネルギーの分布である．また，ε は加速終了後の全エ
ネルギーの分布であり，δと初期位置の分布に起因するエネルギー分布の 2 成分からなる． 
飛行時間𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡は次のように整理された形で表せる．ここで，𝑔0 ≡ 𝑔(0,0,𝑎2,𝑎1)は無次
元の実行飛行時間である． 
𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 = 𝐿0� 𝑚2𝐾0 𝑔(𝜀, 𝛿,𝑎2,𝑎1) 
𝑔(𝜀, 𝛿, 𝑎2,𝑎1) ≡ ±2 𝑙𝑡1𝑎1 √𝛿 + 𝑙𝑑√1 + 𝜀
+ 2 𝑙𝑡2
𝑎2
√1 + 𝜀 + 2 �𝑙𝑡1
𝑎1
−
𝑙𝑡2
𝑎2
��1 + 𝜀 − 𝑎2 
𝑔0 ≡ 𝑔(0,0,𝑎2,𝑎1) 
(式 2-9a) 
(式 2-7) 
(式 2-8) 
(式 2-9b) 
(式 2-9c) 
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2-2 本研究で使用した LDI-TOF-MS 装置 
 
本研究において，AuNP が示す SP 励起を誘起させるには，約 520 nm 付近の波長を
持つ励起光源が必要不可欠となる．しかし，市販の MALDI-TOF-MS 装置では，励起光源
に，紫外光である N2 レーザーを利用しているものがほとんどである．そこで，本節では，
励起波長の選択が自由にできる本研究室にて自作したLDI-TOF-MS装置について記述する． 
 
レーザー光学系 
LDI-MS 測定には本研究室で製作した TOF-MS を用いた．以下に実験に使用した
LDI-TOF-MS の装置図を Fig. 2-2-1 に示す．励起光源には，Nd/YAG レーザーの第二高調
波（532 nm, 6 ns, 10 Hz）を用いた．本実験で使用したレーザーは，レーザーヘッド内
に設置されているダイクロイックミラーを使用して波長分離を行うが，例えば，266 nm
専用のダイクロイックミラーを用いても実際には，532 nm や 1064 nm などのレーザー光
Fig. 2-2-1 LDI-TOF-MS 装置構成 
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がダイクロイックミラーで分離しきれずに光学系へ投入されてしまう．そこで，上記の問
題を解消するために，レーザーヘッド部から射出されたレーザー光を，波長ごとの屈折率
n が異なる（266 nm：n = 1.499，532 nm：n = 1.461，1064 nm：n = 1.499）性質を
利用し，ペランブロッカプリズムで波長分離した．レーザー光源から質量分析計の試料台
に導入するために Fig. 2-2-2 に示すような光路を設置した． 
本研究で使用したレーザー光源から出射されるレーザー光は平行でなく距離に応じて
拡散していた．そこで，凹レンズと凸レンズを組み合わせることで平行光にして光路を組
んだ．また，光源から出射されるレーザー光は，ビーム周辺部の出力が空間的に不均一で
あるため，レーザー光のスポット径を拡大し，レーザーフルエンスが安定した部分のみを
光彩絞りを用いて LDI-MS 測定に使用した．フルエンスの調整には，ND フィルターも使
用した． 
基板上でのレーザースポット径は 0.28 mm2（集光前のレーザー径φ = 5 mm）ある
いは 0.10 mm2（φ = 3 mm），レーザーフルエンス（µJ/mm2）は基板表面では集光前に
比べ 10 倍になるように集光距離を調整して実験を行った． 
 
Positive/Negative ion mode の測定 
これまで，本研究室で作製された LDI-TOF-MS 装置は Positive ion mode での測定は
Fig. 2-2-2 光学系の写真画像（赤：1064nm，緑：532 nm，紫：266 nm） 
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可能であるが，Negative ion mode での測定はできなかった．その理由は，LDI-TOF-MS
装置の高電圧パルススイッチが Positive ion mode 専用だったためである．本研究では，
試料分子としてアニオン種を用いるため，Positive/Negative ion mode の両者での測定が
必要であった．そこで，高電圧パルススイッチの改造を行い，Positive/Negative ion mode
をスイッチの切り替えで使用可能にした． 
 
データ処理部 
得られた TOF データからマススペクトルを作製するため，MCP の出力を，National 
Instruments 社製 8bit デジタイザ NI PCI-5152（1 GHz, 2 ch）に送り，アナログデータ
からデジタルデータに変換した．変換したデータを本研究室で作製したソフトウェア
「TOFMASS」を用いてコンピュータ画面上に表示・データの記録や解析を行った． 
 
質量校正 
MS 測定で得られる情報は，加速領域から検出器までの TOF として得られる．得られ
た TOF を質量電荷比に変換することでマススペクトルを算出する．TOF から質量電荷比
に変換するために，実験条件と等しい条件で，質量が目的イオンに近い C60 類を用いて，
質量校正を行った．その手順を以下に示す．なお，本節以降，質量電荷比を m/z（m：イ
オン質量数 [Da]，z：イオンの価数）と定義する． 
Fig. 2-2-3 に C60 を測定した際の TOF スペクトルを示す．TOF [μs] = 4.080，5.104，
19.942 にピークが得られた．これらのピークは，Table 2-2-1 に示すように，それぞれ，
Na，K，C60 であると帰属できる．ここで，式 2-4 より，m/z と𝑡2（TOF
2）が比例関係に
あることが分かる．しかし，実際には，加速領域内での飛行時間，イオン信号を増幅する
過程での信号の遅れなどの影響があり，式 2-4 は厳密には成立しない．そこで，現実には，
TOF スペクトルをマススペクトルに変換するために， 
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（式 2-10） 
 
�𝑚/𝑧 = 𝑎𝑡 + 𝑏 
という関係式を用いる．式 2-10 の a, b は定数であり，これらを最小二乗法で求める．Table 
2-2-1 をもとに，プロットすると，Fig. 2-2-4 のようになり，近似直線から a, b が求められ
る．これらの値と，得られた TOF を式 2-10 に代入すると，Table 2-2-1 に示す，補正後
の m/z が得られ，そのマススペクトルを Fig. 2-2-5 に示す．第 3 章以降の実験は，本節を
もとに LDI-MS 測定を行った． 
Fig. 2-2-3 C60 を LDI-MS 測定した際の TOF スペクトル 
Table 2-2-1 C60 を LDI-MS 測定した際の TOF とそれに対応する分子（原子）イオン 
TOF [μs] Ion m/z 校正後の m/z 
4.080 Na 22.99 23.2 
5.104 K 39.10 38.9 
19.942 C60 720.64 720.7 
 
(式 2-10) 
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Fig. 2-2-4  �𝑚/𝑧に対する TOF [μs]のプロット 
Fig. 2-2-5 C60 を LDI-MS 測定した際のマススペクトル 
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第 3 章 
レーザー脱離イオン化質量スペクトルにより評価した 
水相中金ナノ微粒子の 2 次元配列化過程における添加溶媒の最適化 
 
 
本章では，液液界面法により作製した AuNP の 2 次元配列基板の配列性と，作製した
による SALDI-MS 測定結果とを総合的に評価し，基板作製法の最適化について記述する[1]． 
 
 
3-1 背景 
 
1-3 で述べたように，SP 励起が誘起される金・銀・銅などの MNP は，さまざまな分光
法において，非常に高い光増強効果に繋がると期待され，多くの応用例が報告されている．
この高い光増強効果を最大限利用するために，分析チップとしての MNP の基板化研究が
多くなされている．分析チップの作製においては，より大きな表面積と作製上の安定性の
確保，分析性能としては，定量性や再現性の獲得，また，実用性の観点からは，作製コス
トの削減が求められている．そのため，基板化研究において，均一な大面積 2 次元配列構
造体の作製が，ひとつの解決策として注目されている．現在，この MNP の基板化研究の
応用例は分光法にとどまらず，SALDI-MS 法を含む，さまざまな分析化学分野においても
広く展開されている[2-6]． 
我々はこれまで，粒子径数 10 nm 程度の AuNP を用いた SALDI-MS 法の開発を行って
きた[7]．しかしこの手法では，基板作製法に起因するいくつかの問題点がある．AuNP はそ
の大きなファンデルワールス引力により非常に凝集しやすいため，AuNP と測定試料を混
合し滴下する方法では，混合試料が不均一になり，定量性や再現性が低下する．また，基
板上にドット状に点在させる方法では，AuNP と下地の基板とを静電的な相互作用により
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固着させるために，下地の基板に有機分子を表面修飾するが[8]，この有機分子自身がマス
スペクトル上に現れ，測定・解析時の弊害となってしまう．ナノ構造をもつテンプレート
を用いて，MNP の 2 次元配列構造体を作製する方法[9]では，これらの問題は生じないが，
その作製コストは高く作製領域が限定されるため，実用化が難しい． 
一方，Yamada らによって報告された有機相／水相の液液界面を利用して作製された
MNP の 2 次元配列構造体[10]は，基板への表面修飾やテンプレートの作製が不要であり，低
コストで容易にかつ大面積に 2 次元配列基板を作製することができる．特別な実験器具や
試薬を必要とせず，一般的な化学系実験室においてチップ作製を実施することが可能であ
り，実用的な面で非常に優位な手法であると言える．以上の理由から，分析手法への応用
が期待されており，既にこの作製法を用いた応用例がいくつか報告されている[11,12]．実際
に我々も，液液界面法により，シリコン基板上の AuNP の 2 次元配列構造体を SALDI-MS
法に用いることで，測定再現性の向上を達成した[13]．しかし， SALDI-MS 法を分析化学に
応用する場合に重要となる，測定試料の検出感度や，同定能に直結する解離の抑制を示す
フラグメンテーション比率解離（解離イオン強度／非解離イオン強度）などの分析性能と，
AuNP の 2 次元配列基板の作製条件との関連は不明であり，それを明らかにした上で，基
板の作製法を最適化する必要がある． 
そこで本研究は，種々の溶媒を用いて液液界面法で作製した AuNP を利用したさまざ
まな 2 次元配列基板を，SALDI-MS 法における分析性能と基板作製方法の簡便さという，
実用的な観点から総合的に評価を行った．本章では，基板作製法と基板の評価について説
明し，作製した基板を用いた試料分子の SALDI-MS 測定と，試料分子イオンの信号強度・
フラグメント割合について記述する． 
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3-2 実験 
 
AuNP について 
SALDI-MS 法などの分析技術への応用に対し，測定再現性の高い AuNP の 2 次元配列
基板を作製するために，狭い粒子径分布を持つ AuNP を利用した．その理由は，AuNP 上
に誘起される SP 励起が，材質だけでなく，その粒子径や形状に大きく依存するためである．
そこで本研究では，粒子径の相対標準偏差が 8％未満と保証されている，BBInternational
社製の AuNP（粒子径 60 nm，2.6 × 1010 個/mL）を利用した． 
 
液液界面法による 2 次元配列基板の作製方法 
本研究では，AuNP の 2 次元配列基板の作製方法として，シリコン基板などの平滑板
上に MNP を規則正しく配列させることができる液液界面法[10]を用いた．液液界面法では，
(1) AuNP 水溶液に不溶な有機溶媒，および(2) AuNP 水溶液と(1)の有機溶媒の両方に可溶な
極性溶媒の 2 種類を使用するが，さまざまな有機溶媒について最適な組み合わせは分かっ
ていない．そこで，本研究では，有機溶媒(1)に，トルエン（Toluene; Tol），n-ヘキサン
（n-Hexane; n-Hex），シクロヘキサン（Cyclohexane; c-Hex），ジエチルエーテル（Diethyl Ether; 
DE）を用い，極性溶媒(2)に，メタノール（Methanol; MeOH），エタノール（Ethanol; EtOH），
1-プロパノール（1-Propanol; 1-PrOH），アセトニトリル（Acetonitrile; ACN）を用い，さま
ざまな組み合わせで基板上の AuNP の配列性・均一性を検討した． 
基板作製手順の概略を Fig. 3-2-1 に示す．10 mL のサンプル管に AuNP 水溶液 1 mL を
入れ，そこに有機溶媒(1) 1mL を加えた．下層に AuNP 水溶液，上層に有機溶媒(1)の 2 層
に分離した試料に対して，ピペットで極性溶媒(2) 2 mL を勢いよく加え，数分間静置した．
特定の溶媒の組み合わせの時に液体は分離し，液液界面に AuNP が薄膜となって凝集した．
その後，サンプル管の底に沈めておいたシリコン基板（Nilaco，100，n-type，4×4×0.5 mm）
上に，余分な溶媒をピペットにより静かに除去して， AuNP 薄膜を移し取った，作製した
- 32 - 
 
基板はドラフト内で自然乾燥した後に，AuNP の 2 次元配列基板として用いた．  
作製した AuNP の 2 次元配列基板の表面観察には，走査型電子顕微鏡（Scanning electron 
microscope; SEM, KEYENCE 社，VE-9800）を使用した． 
 
表面支援レーザー脱離イオン化質量分析法 
測定試料にはクリスタルバイオレット（Crystal violet; CV, C25H30ClN3，M.W. = 407）を
用いた．CV の分子構造を Fig. 3-2-2 に示す．試料調製は，作製した AuNP 2 次元配列基板
を CV 溶液（20 µM）に一定時間浸漬させ，その後に積層している物理吸着した余分な CV
分子を流水洗浄により取り除いた．この方法により，基板上に CV 分子を単分子膜程度堆
積させた基板を作製した．使用した質量分析装置は本研究室で製作した飛行時間型質量分
析装置であり，励起光源には，Nd:YAG レーザー（Rayture Systems 社，GAIA II）を用い，
励起波長には，AuNP が持つ 520 nm 付近の吸収帯と重なり，SP 励起できる 532 nm （SHG, 
Fig. 3-2-1 AuNP 薄膜の作製手順 
- 33 - 
 
パルス幅 6 ns, 繰り返し周期 4 Hz）を選択した．イオンの加速は二段加速により行い，一
段目を 4.5 kV, 二段目を 3.8 kV と設定した．レーザー照射からパルス引き出しまでの遅延
時間は 0.1 µs とした．測定は正イオンモードで行い，レーザー強度を調整しながらイオン
化閾値をわずかに超える強度（28 µJ/mm2）でマススペクトルを得た． 
 
 
3-3 結果・考察 
 
液液界面法による 2 次元配列基板作製における溶媒の影響 
液液界面に形成された AuNP 薄膜の状態や生成量の比較のため，極性溶媒(2)を加え数
分間静値後の全 16 パターンの光学写真を Fig. 3-3-1 に，薄膜形成の有無を Table 3-3-1 に示
す．Fig. 3-3-1 に示すように，有機溶媒として DE を用いた場合は，明確な液液界面が生成
せず，いずれの極性溶媒の添加においても薄膜が形成されなかった．これは，DE は水への
溶解性が他の溶媒に比べて大きいため，AuNP 薄膜が保持される境界領域が存在しなかっ
たためだと考えられる．一方で，添加する極性溶媒に着目すると，1-PrOH の場合はいずれ
の有機溶媒の場合も界面付近の境界が混合状態となり，その結果，界面が明確にならず薄
膜は生成しなかった．また，ACN の場合は，界面が不明確になることはなかったが，1-PrOH
Fig. 3-2-2 クリスタルバイオレット（CV）の分子構造 
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同様に薄膜は生成しなかった．それ以外の組み合わせ（有機溶媒 Tol, n-Hex, c-Hex に対す
る極性溶媒 MeOH, EtOH）のうち，n-Hex と EtOH の組み合わせを除く，5 つの組み合わせ
で薄膜が形成された．これらの試料では，液液界面以外に目視できるような AuNP の凝集
は見られなかった． 
Fig. 3-3-1 からも明白であるように，極性溶媒については， EtOH に比べ MeOH を添加
した方が，水相の着色が薄い．孤立分散した AuNP は水相中では赤色を呈することから， 
MeOHを添加した場合のほうが水相中におけるAuNPの残留粒子数は少ないことが分かる．
これは，極性の大きな溶媒を添加することで，水相中の AuNP が液液界面へ輸送される効
率が高くなったと考えられる．Vanmaekelbergh らは，水相中の AuNP に EtOH を添加する
ことで，EtOH と金表面のクエン酸や塩化金との間で競争吸着が起こり，AuNP の表面電荷
Fig. 3-3-1 全 16 パターンの溶媒の組み合わせによる液液界面の光学写真 
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密度が減少すると報告している[14]．また，EtOH 添加量の増加に伴い，表面電荷密度も減
少し，これに伴って，水／油界面での AuNP 薄膜の面積が増大すると主張している．この
仮説に従えば，AuNP 表面への EtOH の吸着量が， AuNP の液液界面への輸送量を決めて
いることになる．MeOH と EtOH は，アルキル鎖の炭素数が 1 つ違うだけの直鎖アルコー
ルであり，MeOH の方が極性が高い．一方，AuNP 表面は，水相中では電気二重層を形成
することで安定化しており，この帯電した表面と極性分子との静電的な相互作用により吸
着が進行すると考えられる．たとえば，薄層クロマトグラフィーで利用されるシリカゲル
は，表面に OH 基が露出しており，その静電的な相互作用を利用することで，極性の高い
分子を選択的に吸着することができる．このことからも，帯電した AuNP 表面へは，極性
の高い分子の方がより吸着量が多いことが予想される．極性溶媒が吸着した AuNP が優先
的に輸送される駆動力はよく分かっていないが，液液界面における AuNP 薄膜の生成量を
大きくするためには，AuNP 表面への吸着量が大きい極性溶媒を用いることが有効である
と考えられる． 
一方で，有機溶媒に関しては，水相中の赤色の程度から判断すると，Tol, c-Hex, n-Hex
の順で残留する粒子の数が少なく，Tol では界面への凝集が効果的に起こっていると考えら
Table 3-3-1 全 16 パターンの組み合わせにおける AuNP 薄膜形成の有無 
Polar solvent 
Organic solvent 
Tol n-Hex c-Hex DE 
MeOH + + + - 
EtOH + - + - 
1-PrOH - - - - 
ACN - - - - 
（＋：薄膜生成あり，－：薄膜生成なし） 
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れる． 
Fig. 3-3-2 に，2 次元配列基板の例として，有機溶媒 c-Hex，極性溶媒 EtOH の組み合わ
せにより作製した AuNP の 2 次元配列基板の SEM 像を示す．基板内の AuNP はその作製領
域のすべての個所で Fig. 3-3-2 に示されるような 2 次元配列構造体を形成していた．他の試
料でも，類似の配列性を確認したが，均一性には差がみられた．均一性とマススペクトル
との関係については，次節で議論する． 
 
SALDI-MS 法による添加溶媒の最適化 
AuNP の 2 次元配列基板上の CV 分子の SALDI-MS 法のスペクトルによる基板性能評
価の結果について報告する．Tol + MeOH，および Tol + EtOH の条件で作製した基板を用い
た CV 分子の SALDI-MS 測定の結果を，それぞれ Fig. 3-3-3 (a)，(b)に示す．薄膜生成時の
光学写真と，AuNP の 2 次元配列基板の SEM 像をまとめた結果を Fig. 3-3-4 に示す．ただ
し，n-Hex + EtOH の組み合わせについては，薄膜生成は確認されなかったが，参考のため
試料溶液の光学写真のみを表示した．得られた非解離 CV 分子イオン（m/z = 372, [CV-Cl]+）
の信号強度を比較すると，Tol + MeOH では 0.42 (arb. unit)であり，Tol + EtOH では 0.18 で
あった．Fig.3-3-4 (A), (B)に示す，これらの条件で作製された AuNP の 2 次元配列基板の SEM
Fig. 3-3-2 c-Hex + EtOH の組み合わせをによって作製した
AuNP の 2 次元配列構造基板の SEM 画像 
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像では，同程度の秩序性を持って配列されていたが，そのイオン強度には差異がみられた．
さらにフラグメント割合（解離 CV イオン強度/非解離イオン強度）について比較すると，
Tol + MeOH では 0.15，Tol + EtOH では 0.18 であった．1 ショットごとのフラグメント割合
から，標準偏差を算出すると 0.025 であることから，各ショットにおいては，この差はわ
ずかであると考えられる．同様の測定・解析を，他の条件で作製した基板についても行い，
SALDI-MS スペクトルの[CV-Cl]+イオン信号強度とフラグメント割合をまとめた結果を
Table 3-3-2 に示す． SALDI-MS スペクトルの[CV-Cl]+イオン信号強度に関しては，MeOH
を用いて作製した基板が全体的に大きな値を示し，一方で，有機溶媒の傾向としては，n-Hex
が他に比べ大きな値を示し，Tol および c-Hex は同程度の値を示した．SALDI-MS の脱離イ
オン化効率は，照射レーザー光に対するナノ構造化した基板表面の特異的な光応答性とそ
の構造に起因する局所的な急速加熱が支配的要因といわれている．各基板の光源に対する
吸収エネルギーは同程度であることを考慮すると，イオン量の差異はナノ構造に起因する
局所的な熱エネルギーが大きく関与していると考えられる．一方，このような急速加熱に
よる熱エネルギーを，試料分子が過剰に受け取れば，フラグメントイオンが生成する．そ
Fig. 3-3-3 (a) Tol + MeOH と(b) Tol + EtOH による AuNP の 2 次元配列基板を用い
た CV 分子のレーザー脱離イオン化質量分析測定 
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こで，フラグメント割合について検討を行った．まず，EtOH と MeOH で比較可能な Tol
と c-Hex との組み合わせで作製した基板におけるフラグメント割合の値を比べると，EtOH
を用いた方いた方が大きなフラグメント割合を示した．この結果は，光学写真を見る限り
では，EtOH を用いたほうが，AuNP の輸送効率が低く，このような条件で作製された基板
はフラグメントしやすい表面構造を持っていることを示している．また，SEM 像を見ると，
EtOH を用いて作製した基板には大きな空隙が多く含まれ，さらには，数 10 個程度の島状
の構造体が集まり，大きな構造体を形成したようにも見える．これは，言い換えると，基
板に蓄積された熱エネルギーの拡散を阻害するため，試料分子の熱解離を誘起しやすい基
板であることを示唆している．一方で，最も大きな[CV-Cl]+イオン信号強度を与えた，
n-Hex+MeOH で作製した基板は，フラグメント割合で 0.19 という若干大きな値を示したが，
Fig. 3-3-4 各組み合わせにおける AuNP の 2 次元配列基板の液液界面の光学写真の拡
大図と SEM 画像．(A), Tol + MeOH; (B), Tol + EtOH; (C), c-Hex + MeOH; 
(D), c-Hex + EtOH; (E), n-Hex + MeOH; (F), n-Hex + EtOH; 
No film 
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これは SEM 像にも示されているように多くの凝集体がその熱エネルギーを蓄積し，フラグ
メント割合を高めたと考えられる．これは，sub-µm オーダーの AuNP の凝集体が局所的な
熱エネルギーを生みだすことから考えても妥当といえる．現段階では，AuNP 表面上に誘
起されるSP励起による増強効果とAuNPの配列の不均一性による局所的な熱エネルギーが，
どのような関連性を持って SALDI-MS スペクトルのフラグメント割合を決定するかまでを，
定量的に議論することは難しいが，定性的には配列性の均一性が分析性能を向上させると
考えられる．基板作製に関しては，2 次元配列構造体を作製する場を形成する水と混和し
ない有機溶媒と，AuNP の表面電荷密度を下げることで界面への輸送を補助する極性溶媒
が，それぞれの溶媒種により AuNP の 2 次元配列に影響を与えることは明白である．本検
討の結果，SALDI-MS 基板として，AuNP を用いた均一な大面積 2 次元配列構造体の製作
における各溶媒種の組み合わせとしては，Tol + MeOH や n-Hex + MeOH が，適しているこ
とが確認された． 
 
 
Table 3-3-2 各組み合わせにおける[CV-Cl]+イオン信号強度と CV 分子のフラグメント割合 
Combination of solvents Signal intensity [a.u.] Fragment ratio in Fig. 
Tol + MeOH 0.42 0.15 A 
Tol + EtOH 0.18 0.18 B 
c-Hex + MeOH 0.25 0.15 C 
c-Hex + EtOH 0.30 0.21 D 
n-Hex + MeOH 0.86 0.19 E 
n-Hex + EtOH － － F 
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3-4 結論 
 
AuNP を用いた 2 次元配列構造体の作製法において，SALDI-MS における分析性能と
いう観点から，溶媒種の組み合わせにより，測定試料の信号強度やフラグメント割合への
影響を明らかにし，基板作製の最適化を行った．本研究においては，SALDI-MS 測定用の
基板としての応用法を報告したが，本法を用いた AuNP 2 次元配列基板は，莫大な増強度
のために再現性が得難い表面増強ラマン散乱測定において高い再現性が得られている[14]．
それぞれの分析法においては，その信号を与える機構が異なるため，SALDI-MS 基板とし
て有効な溶媒種の組み合わせが，他の分析法においても有効であるとは限らないが，本研
究で用いたような溶媒種を組み合わせて基板作製をすることによって，分析化学測定用の
新しい基板として有望であることが示された． 
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第 4 章 
アルカンチオール表面修飾された金ナノ微粒子を用いた 
レーザー脱離イオン化質量分析 
 
 
本章では，これまで開発してきた AuNP の 2 次元配列基板を用いた SALDI-MS 測定
における応用として，AuNP 表面上にアルカンチオール類を修飾したイオン化基板を用い
た際の試料汎用性について記述する． 
 
 
4-1 背景 
 
AuNP を表面修飾することでその化学・光学特性を制御する方法は，MNP 同士の凝集
の抑制などに利用されており，分子センサー[1,2]や電極，顕微鏡のプローブ[3-5]に応用されて
いる．今までに，チオール化合物をはじめとする，多くの種類の表面修飾剤が合成されて
おり，それらは Au-S 相互作用を通して，金ナノ微粒子上へ化学的に結合することが知ら
れている[6-8]．実用的な金－チオール系を利用した材料を開発するためには，基板上での表
面修飾剤の性質を知ることが重要である．表面修飾剤の同定に関する報告は数報であり，
たとえば，反射赤外吸収分光法[9,10]は化学官能基の情報を与え，X 線分光分析は元素やその
酸化状態を知ることができる[11,12]． 
本章では，これまで開発してきた AuNP の 2 次元配列基板を用いた SALDI-MS 測定
における応用を報告する．AuNP の 2 次元配列基板に，有機分子で表面修飾をすることで
機能性を持たせ，分析性能の向上を目的とする．具体的には，AuNP 表面上に，アルカン
チオール類を Au-S 相互作用を利用して化学修飾した基板を作製し，その上に塗布された
生体関連物質の選択的・効率的な測定を試みた． 
- 44 - 
 
 
 
4-2 実験 
 
試薬 
測定試料には，生体関連物質として Angiotensin II (CV, C50H71N13O12, M.W. = 
1046.18), Substance P (SubP, C63H98N18O13S, M.W. = 1347.63), Neurotensin (NT, 
C78H121N21O20, M.W. = 1672.92)，および糖分子としてα-cyclodextrin (α-CD) を用いた．
これらの測定試料は，水：アセトニトリル（3：7）の溶媒に溶解させた．表面修飾分子に
は，直鎖アルカンチオール類として，1-Octanethiol (C8T, C8H17SH, M.W. = 146.29)，
1-Dodecanethiol (C12T, C12H25SH, M.W. = 202.40) ， 1-Hexadecanethiol （ C16T, 
C16H33SH, M.W. = 258.51），および 1-Octadecanethiol（C18T, C18H37SH, M.W. = 286.56）
を用い，ま た，末 端官能基の 比較の ために，11-Mercapto-1-undecanol (C11OH,  
HS(CH2)11OH, M.W. = 204.37) ， 及 び 11-Mercaptoundecanoic acid (C11COOH, 
HS(CH2)11COOH, M.W. = 232.38)を用いた． 
 
基板作製方法 
AuNP 水溶液は BBI 社から購入した（粒子径：60 nm）．基板作製法は，第 3 章の液
液界面法と同様で，有機溶媒としてシクロヘキサン，極性溶媒としてメタノールを使用し
た．AuNP 水溶液，有機溶媒(1)，および極性溶媒(2)の使用体積はいずれも 1 mL であり，
ガラス容器には，10 mL のサンプル管を用いた．下地の基板には，シリコン基板（Nilaco，
100，n-type，4×4×0.5 mm）を用いた．このシリコン基板をサンプル管瓶の底に沈め，
液液界面に生成された AuNP 薄膜を移し取ることで，AuNP の 2 次元配列基板とした．ア
ルカンチオール分子の表面修飾には，各アルカンチオールの 1 mM エタノール溶液中に，
作製した AuNP の 2 次元配列基板を一定時間浸漬させ，その後，余分な分子を溶媒で洗浄
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することで，AuNP 上にアルカンチオール分子の単分子膜を形成させた． 
 
LDI-MS 測定 
測定試料溶液を，AuNP の 2 次元配列基板上に 1 µL 滴下し，自然乾燥後，LDI-MS 装
置内に導入した．励起波長には，AuNP の SP 励起が可能な 532 nm，および SP 励起が不
可能な 266 nm と 1064 nm を選択した．加速電圧は二段加速システムで，一段目を 4.5 kV, 
二段目を 3.8 kV と設定した．アルカンチオール関連イオンの検出には負イオンモードを，
測定試料の検出には正イオンモードを使用した． 
 
 
4-3 結果・考察 
 
まず，AuNP の 2 次元配列基板上に，アルカンチオール分子（C8T，C12T，C16T，
および C18T）が表面修飾されていることを確認するため，測定試料は塗布せずに，正／
負イオンモードにて LDI-MS 測定を行った．励起波長は 532nm，レーザーフルエンスは
Fig. 4-3-1 (a)AuNP の 2 次元配列基板上の C8T，C12T，C16T，および
C18T の正イオンモードによる LDI-MS 測定結果 
C8T 
C12T 
C16T 
C18T 
(a) 
mass [m/z] 
- 46 - 
 
200 µJ/mm2 に設定した．Fig. 4-3-1 (a)，(b)にそれぞれ正／負イオンモードにて各アルカ
ンチオール分子が表面修飾された基板の LDI-MS 測定結果を示す．Fig. 4-3-1 (a)に示すよ
うに，正イオンモードの場合は，Na+，K+以外には，ピークは検出されなかった．そこで，
負イオンモードにて LDI-MS 測定を行うと，Fig. 4-3-1 (b)に示すような特徴的なピーク群
が得られた．C8T の場合は，m/z = 488, 830, 1172，C12T の場合は m/z = 600, 998, 1396，
C16T の場合は m/z = 712, 1166, 1621，C18T の場合は m/z = 768, 1251, 1733 であり，
各ピークは，それぞれ図中に●，■，▲で示した，[Au(SR)2]
-，[Au2(SR)3]
-，および[Au3(SR)4]
-
に帰属された．金原子とのクラスターを形成しているアルカンチオール関連イオンが得ら
れた．このことから， AuNP の 2 次元配列基板上に，アルカンチオール分子が表面修飾さ
れていることが確認された．また本実験結果は，様々な分子鎖長を持つアルカンチオール
分子の脱離イオン化が，AuNP の 2 次元配列基板を用いることで，可能であることも示し
ている．同定できていないピークも存在し，これらのピークは，[AuSR+26]-と思われる
Fig. 4-3-1 (b)AuNP の 2 次元配列基板上の C8T，C12T，C16T，および
C18T の負イオンモードによる LDI-MS 測定結果 
C8T 
C12T 
C16T 
C18T 
(b) 
mass [m/z] 
- 47 - 
 
C8T の m/z = 368，C12T の m/z = 424，C16T の 480，C18T の 509，[Au2SR2+26]
-と
思われる C8T の m/z = 711，C12T の m/z = 823，C16T の 935，C18T の 991，および
[Au3SR3+26]
-と思われる C8T の m/z = 1053，C12T の m/z = 1221，C16T の 1389，C18T
の 1474 である．また，すべてのスペクトルから，[Au+26×2]-と予想される m/z = 249 を
観測した．特に，この m/z = 249 のピークが，どの基板からも検出されていることから，
上記の 26 Da が基板由来であると推察されるが，ここで得られたマススペクトルからだけ
では，26 Da の由来を決定づけることはできなかった． 
次に，マススペクトルにおける AuNP の 2 次元配列基板上への表面修飾の効果を検証
した．イオン化基板の作製には液液界面法を用い，一つは，金ナノ微粒子上に C16T を修
飾し（修飾基板），もう一つは何も修飾せず（非修飾基板），それぞれの基板上に，AGII
を試料量が100 pmolになるように滴下し，正イオンモードにてLDI-MS測定を行った（Fig. 
4-3-2 (a)）．その結果，非修飾基板では，測定試料の検出はできなかったが，修飾基板で
は AGII の分子関連イオンを検出することができた．なお，照射したレーザーパワーは負
Fig. 4-3-2 (a)非修飾基板，および修飾基板を用いた際の AGII の LDI-MS 測定結果 
非修飾基板 
修飾基板 
(a) 
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Fig. 4-3-2 非修飾基板，および修飾基板を用いた際の(b) SubP，および(c) NT
の LDI-MS 測定結果 
(b) 
(c) 非修飾基板 
修飾基板 
非修飾基板 
修飾基板 
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イオンモードでアルカンチオール由来のピークが検出できる最低パワーとした．同様の実
験を，試料分子を，SubP (M.W. 1648)および NT (M.W. 1673)にて行ったところ，AGII
の場合と同様の結果が得られた（Fig. 4-3-2 (b), (c)）．本実験結果により，非修飾基板に
比べ修飾基板の方が感度良く，いずれの試料分子も検出できることが分かった．また，照
射したレーザーパワーの観点から，表面修飾分子であるアルカンチオールの脱離に伴い，
試料分子自身の脱離も促進されたのではないかと推察される．このことは，非修飾基板に
比べると，検出するために必要なレーザーパワーを抑えることができるため，試料分子の
検出において，非解離性の向上にも繋がると考えられる． 
しかし，以上の結果のみでは，単に表面修飾分子の効果によって，試料分子が検出さ
れただけとも考えられる．つまり，下地に存在する AuNP の光学応答性が，試料分子の脱
離イオン化に寄与しているかどうかは分からない．ここで，AuNP の光学応答性の寄与を
検証するために，以下の実験を行った．Fig. 4-3-3 (a), (b)に，励起波長を変化させた場合
の LDI-MS 測定結果を示す．Fig. 4-3-3 (a), (b)のいずれの場合も，励起波長として 532 nm
を用いた場合のみ，分子関連イオン（Fig. 4-3-3 (a)），およびアルカンチオール関連イオ
Fig. 4-3-3 (a)正／(b)負イオンモードにて C12T が表面修飾された基板上に
AGII を塗布した際の LDI-MS 測定における励起波長依存性 
(a) (b) 
mass [m/z] mass [m/z] 
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ン（Fig. 4-3-3 (b)）のピークが検出された． 
さらに，AuNP の効果を確認するために，2 次元配列構造基板を一旦加熱したのちに
アルカンチオールを修飾した基板で AGII のマススペクトルを測定した．Fig. 4-3-4 (a)に，
加熱／非加熱基板で測定したマススペクトル，Fig. 4-3-4 (b)に，それぞれの基板の SEM 観
Fig. 4-3-4 (a) （上）非加熱／（下）加熱基板の AGII の LDI-MS 測定結果 
Fig. 4-3-4 (b) （左）非加熱／（右）加熱基板の SEM 画像 
非加熱 
加熱済（200℃） 
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察結果を示す．AuNP はそのサイズや構造に由来して光学応答性を示すため，加熱・融解
させ，形状を変化させることで，その光学応答性が失われることが知られている．加熱し
た際の基板の作製方法は，Si 基板上に AuNP が配列している状態で 200℃で 2 時間加熱し
た後，アルカンチオールによる表面修飾を行った．Fig. 4-3-4 (a)から非加熱基板の場合は，
Fig. 4-3-2 (a)と同様に AGII の分子関連イオンが検出されたが，加熱した基板の場合は，
ピークは得られなかった．また，SEM 画像から，加熱した場合に，AuNP が微粒子として
の形状を維持しておらず，融解したことが分かる．Fig. 4-3-3 の励起波長依存性と Fig. 4-3-4
の AuNP の光学応答性の有無による比較から，Fig. 4-3-2 で得られた結果は，単に表面修
飾分子だけの寄与だけではなく，AuNP の光学応答性も，試料分子の脱離イオン化に寄与
していることが明らかになった． 
AuNP 上へのアルカンチオールによる表面修飾が，試料分子の検出感度を向上させる
ことが明らかになったが，分析性能としては，試料汎用性も重要である．LDI-MS 法や，
MALDI 法では，試料分子のイオン化のために，試料分子と親和性の高いプロトン（H+）
や，アルカリ金属（Na+や K+）などのカチオン種が利用される．例えば，MALDI 法では，
マトリックス分子の他にイオン化試薬として，酸や塩を加えることで，カチオン付加した
測定試料の検出をしやすくする方法がとられている．本研究では，AuNP 表面に修飾され
たアルカンチオール分子にその役割を持たせるために，試料分子と接触する側の末端の官
能基を変え，この末端官能基と検出される測定試料のイオン形態との関連性について調査
した． 
Fig. 4-3-5 (a), (b), (c) に，末端官能基として，C11CH3(C12T)，C11OH および，
C11COOH を用い，測定試料として AGII を用いた際の，LDI-MS 測定結果を示す．なお，
各マススペクトルにおいて，照射したレーザーフルエンスは，上から順に，110，130，170，
および 200 µJ/mm2 と設定した．その結果，C11CH3 および，C11COOH では H
+付加体が，
C11OH では Na+付加体が最も信号強度が高くなった．また，Fig. 4-3-6 (a), (b)に，測定試
料として，(a)NT，および(b)SubP を用いて Fig. 4-3-5 と同様の実験を行った結果を示す．
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Fig.4-3-5 末端官能基に(a)C11CH3，(b)C11OH，(c)C11COOH を用いた場
合の AGII の LDI-MS 測定結果  
(a) 
(b) 
(c) 
レーザーフルエンス 
110 μJ/mm
2
 
130 
170 
200 
レーザーフルエンス 
110 μJ/mm
2
 
130 
170 
200 
レーザーフルエンス 
110 μJ/mm
2
 
130 
170 
200 
mass [m/z] 
mass [m/z] 
mass [m/z] 
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その結果，測定試料に AGII を用いた場合と同様に，C11CH3 および，C11COOH では H
+
付加体が，C11OH では Na+付加体が最も信号強度が高くなった．これらの結果より，今回
用いた測定試料によって，H+や Na+付加体の信号強度の傾向に差は見られず，表面修飾分
子の違いによって，その付加体の差が見られたと言える． 
Na+の由来は，測定試料などの溶媒に含まれる不純物由来であり，現段階では，詳細
なカチオン付加の機構は明らかになっていない．不純物であるアルカリ金属の濃度が等し
いと仮定すると，末端官能基が試料分子のイオン形態に影響を与えていることになり，試
料分子に対して測定汎用性の拡大が期待される結果が得られた．そこで，実際に Na+との
親和性が高いと知られている糖分子を用いて検証を行った．その結果を，Fig. 4-3-7 に示
す．ここでは，糖分子として，α-CD を用いたが，先の結果を反映するように，C11OH
を用いた場合に Na+付加体の信号強度が最も高くなった．以上の結果は，表面修飾が試料
Fig. 4-3-6 各末端官能基を用いた場合の（a）NT，および（b）SubP の LDI-MS
測定結果 
(a) NT (b) SubP 
mass [m/z] mass [m/z] 
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汎用性の拡大に対して有効なアプローチであることを示している．今後，系統的な実験を
行うことにより，測定したい試料分子に見合った官能基の決定が可能であり，そうなれば
選択的な検出をも可能になると期待される． 
 
 
4-4 結論 
 
表面修飾した AuNP の 2 次元配列基板を SALDI-MS に応用することで，修飾してい
ない AuNP に比べ，感度良く試料分子が検出することができた．また，これらの試料分子
の検出には，表面修飾分子による影響だけでなく，励起光源の波長依存性や，AuNP を加
熱，融解させた基板を用いた SALDI-MS の結果から，AuNP が示す光学応答性も寄与して
いることが分かった．さらに，表面修飾分子の末端官能基を変えることで，試料分子のイ
オン化（カチオン付加）に影響を与えることが分かったが，詳細な機構は明らかになって
いない．これに関しては，今後，系統的な実験を行うことで，明らかになると期待される． 
  
Fig. 4-3-7 各末端官能基を用いた場合の α-CD の LDI-MS 測定結果 
- 55 - 
 
4-5 参考文献 
 
[1] G. L. Liu, Y. Yin, S. Kunchakarra, B. Mukherjee, D. Gerion, S. D. Jett, D. G. 
Bear, J. W. Gray, A. P. Alivisatos, L. P. Lee, and F. F. Chen, Nat. Nanotechnol. 
1, 47 (2006). 
[2] M. E. Ali, U. Hashim, S. Mustafa, Y. B. Che Man, and Kh. N. Islam, J. 
Nanomater. 2012, 103607 (2012). 
[3] X. Wu, E. S. Thrall, H. Liu, M. Steigerwald, and L. Brus, J. Phys. Chem. C 114, 
12896 (2010). 
[4] R. A. Reynolds III, C. A. Mirkin, and R. L. Letsinger, Pure Appl. Chem. 72, 229 
(2000). 
[5] G. Peng, U. Tisch, O. Adams, M. Hakim, N. Shehada, Y. Y. Broza, S. Billan, R. 
Abdah-Bortnyak, A. Kuten, and H. Haick, Nat. Nanotechnol. 4, 669 (2009). 
[6] A. Wei, B. Kim, B. Sadtler, and S. L. Tripp, ChemPhysChem 2, 743 (2001). 
[7] T. Kitagawa, Y. Idomoto, H. Matsubara, D. Hobara, T. Kakiuchi, T. Okazaki, 
and K. Komatsu, J. Org. Chem. 71, 1362 (2006). 
[8] X. Li, J. Huskens, and D. N. Reinhoudt, J. Mater. Chem. 14, 2954 (2004). 
[9] R. G. Nuzzo, L. H. Dubois, and D. L. Allara, J. Am. Chem. Soc. 112, 558 (1990). 
[10] U. Weckenmann, S. Mittler, K. Naumann, and R. A. Fischer, Langmuir 18, 5479 
(2002). 
[11] M.-C. Bourg, A. Badia, and R. B. Lennox, J. Phys. Chem. B 104, 6562 (2000). 
[12] G. L. Saux, S. Ciampi, K. Gaus, and J. J. Gooding, Appl. Mater. Inter. 1, 2477 
(2009). 
[13] K. Shibamoto, K. Sakata, K. Nagoshi, and T. Korenaga, J. Phys. Chem. C 113, 
17774 (2009). 
- 56 - 
 
第 5 章 
レーザー脱離イオン化質量分析法への表面プラズモン励起の寄与 
 
 
本章では，SALDI-MS 測定結果と Raman 測定結果との比較から，AuNP が示す SP 励
起のマススペクトルへの寄与を調査した結果を記述する[1]． 
 
 
5-1 背景 
 
SP 励起は，金属表面に高密度な励起電子群を生成する．この高密度な励起電子群によ
り，密接に関連した 2 つの表面効果が誘起されることが知られている．一つは，電磁場の
局在によって起こる，電磁効果（EM 効果）である．もう一つは，吸着分子の性質に密接
に関連する，電荷移動効果（CT 効果）である．この SP 励起の応用例として，表面増強
Raman 散乱分光法（SERS）が挙げられる[2]．SERS は，Raman 信号を著しく増強させる
技術[3,4]であり，その増強機構は，CT 効果[5,6]と EM 効果[7]によって説明することができる．
本章では，AuNP を用いる SALDI-MS 法における，これらの二つの効果について議論する． 
 
 
5-2 実験 
 
試薬 
AuNP を Si 基板上に分散配置した基板を用い，同じ測定試料を用いて SALDI-MS 測
定結果と Raman 測定結果を行った．AuNP には，3，4 章で記述した，表面に修飾が施さ
れておらず，粒子径分布の狭い試料を用いた（BBI 社）．粒子径は 60 nm，粒子数密度は
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約 2.6×1010 particles/ml である．下地の基板には Si ウェハー （N-type, low, 100） を約
5 mm 四方に切断して用いた（Nilaco, Japan）．吸着分子には，Crystal Violet（CV，
M.W. 407.98），Rhodamine B（RB，M.W. 479.01），Malachite Green（MG，M.W. 364.91）
の 3 種を用いた．RB および MG の分子構造を Fig. 5-2-1 に示す（CV は Fig. 3-2-2 を参照）．
Si ウェハーに金ナノ微粒子を固着させるための表面修飾剤にはアミノプロピルシラン
（APS）を用いた． 
 
AuNP 基板の作製方法 
Raman 測定および MS 測定には，下記の条件で作製した基板を，次節に記述する手順
で処理した試料を用いた．まず，Si ウェハー表面を 1000℃で 2 分間加熱することで熱酸
化膜を生成した．これを超音波洗浄（エタノール，アセトン，水で 10 min ずつ．それぞ
れ 2 回）を行った．次に，減圧下で 5 時間静置し，アミノプロピルシラン（APS）を蒸着
した．その後，超音波洗浄を行い，120℃で 3 時間加熱して熱酸化膜（SiO2）と APS を結
合させた．更に，超音波洗浄を行い，最後に N2 で乾燥した．作製した APS 修飾 Si 基板を
10%金ナノ微粒子水溶液に 4℃で 3 時間浸漬し，APS と金ナノ微粒子とを静電的な相互作
用により固着した．最後に流水洗浄を行った．作製した基板の表面観察には，走査型電子
顕微鏡（SEM ; KEYENCE VK-9700）を用いた． 
 
Fig. 5-2-1 （左）RB，および（右）MG の分子構造 
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試料調製方法 
試料分子である CV，RB 及び MG をそれぞれ 24 µM 水溶液に調製した．作製した基
板をそれぞれの溶液に 30 分間浸漬させた．その後，物理吸着による余分な吸着分子を除
去するために流水洗浄した．これにより，金ナノ微粒子表面に直接的に吸着した分子だけ
を基板上に 1 層程度存在させた．  
 
実験装置 
Raman 測定には HORIBA HR800 を用いた．励起波長は 488 nm （Ar LASER），
レーザーパワーは 10 mW，積算時間は 300 sec で，2 回測定の平均結果を用いた． 
MS 測定の励起光源には，AuNP の SP 励起波長（約 520 nm 付近）と重なる Nd/YAG 
LASER の第二高調波（532 nm）を用いた．集光条件は，焦点距離から 10 %の場所で基板
上に照射し，光学的に予測されるレーザースポットからレーザーフルエンスを算出した．
レーザーパワーは，2 次元配列基板の場合より高い 7 µJ/Pulse（フルエンスは 5.4 mJ/cm2・
Pulse）に固定した． 
 
 
5-3 結果・考察 
 
AuNP 基板の SEM 画像を Fig. 5-3-1 に示す．基板上の AuNP の密度は約 3.4 
particles/µm2 であった．CV，RB および MG は炭素を中心として，三角形の頂点にベンゼ
ン環があるような類似した構造を有しており，また，分子の大きさはほぼ同じ（直径約 1 nm
の円）であるため，AuNP 上に隙間なく単層で吸着した場合，基板上での分子種間の吸着
数の差はほとんどなく，その密度は 1.3 × 1014 molecules/cm2 であると見積もられる．こ
れより，レーザースポット内（0.13 mm2）には約 10 fmol の吸着分子が存在すると仮定し
た． 
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CV，RB および MG の AuNP 基板における Raman スペクトルを Fig. 5-3-2 に示す．
Raman 信号強度は CV，RB，および MG の順に減少していた．一方，AuNP を添加しな
かった場合の全てのサンプルにおいて，Raman 信号は観測されなかった．これは，共鳴
Raman 効果による Raman 信号強度は我々が測定した範囲においては検出下限以下であり，
基板上に同程度試料が存在すると仮定すれば，共鳴 Raman 効果の寄与は除外でき，Raman
信号強度は SERS 増強度だけを反映すると考えられる．言い換えれば，SP 励起の効果は
Raman 信号強度から見積ることができる．異なる分子間で信号強度を比較するのは困難で
あるが，おおよその増強度を見積もるために，1620 cm-1 付近の芳香族環の C-C 伸縮振動
（図中の矢印）を比較したところ，その比は CV/AuNP : RB/AuNP : MG/AuNP = 12 : 5 : 
1 であった．このバンドを選択した理由は，芳香族環の C-C 伸縮振動は我々の実験で用い
た全ての試料分子に共通しており，吸着によってシフトしないためである．芝本らは，SERS
増強度が CT 電子量に強く依存し，さらに，その量は CV/AuNP, RB/AuNP および 
MG/AuNP の順に少ないと報告した[5]．今回用いた基板でも，この結果を定性的に再現し
た． 
AuNP 基板における CV，RB および MG のマススペクトルを Fig. 5-3-3 に示す．各試
料分子イオンの信号強度は CV，RB，および MG の順に減少していた．各試料分子イオン 
Fig. 5-3-1 AuNP 基板の SEM 画像 
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Fig. 5-3-3 CV，RB，および MG の SALDI-MS 測定結果 
Fig. 5-3-2 CV, RB，および MG の Raman 散乱スペクトル 
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のピークは図中に示すとおりである．一方，AuNP を添加しない場合は全ての試料分子で
我々の測定範囲において信号は観測されなかった．ここで，試料分子の単位面積当たりの
数が同程度であると仮定すると，色素分子の直接多光子吸収によりイオン化過程による分
子関連イオンの量が検出下限以下であったことを意味する． 
分子関連イオンの信号強度を比較すると，その比は CV : RB : MG = 28 : 7 : 1 で あ
った．両測定において CV > RB > MG という傾向が見られた．試料分子の脱離に必要なエ
ネルギーは，試料分子の脱離イオン化過程を左右する要因の一つである．CV と MG はジ
メチルアミノ基をそれぞれ 3 つおよび 2 つ持つ構造をしており，AuNP 表面への吸着は，
N 原子を介して，CV は 3 点で MG は 2 点で吸着することが一般的に知られている．これ
に基づくと，CV の方が MG よりも吸着力が強いことが予想され，CV の方がより大きな脱
離エネルギーを要することが予想される．しかし，信号強度は CV > MG であり，脱離エ
ネルギーの大小はそれほど反映されていない． 
 
 
5-4 結論 
 
3 種類の色素分子を，AuNP 表面上に吸着させ，SALDI-MS 測定と Raman 測定を行
った．分子イオンの信号強度と Raman 信号の増強度の間には良い相関が得られた．今後，
系統的な実験を行うことで，両者の関係が明らかになることが期待される． 
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第 6 章 
結言 
 
 
6-1 総括 
 
本研究では，高い光応答性と化学的な安定性で知られる AuNP が示す増感作用に注目
し，従来法の分析性能の向上を目的とした SALDI-MS 法の開発を進めた．従来法における
問題点の改善や，SP 励起の脱離イオン化への寄与の調査に対して，以下を行った． 
 
① 液液界面法により作製した AuNP の 2 次元配列基板の配列性と，作製したによる
SALDI-MS 測定結果とを総合的に評価し，基板作製法の最適化（第 3 章） 
② 開発した AuNP の 2 次元配列基板を用いた SALDI-MS 測定における応用として，
AuNP 表面上にアルカンチオール類を修飾したイオン化基板を用いた際の試料汎
用性の拡大（第 4 章） 
③ SALDI-MS 測定結果と Raman 測定結果との比較から，AuNP が示す SP 励起のマ
ススペクトルへの寄与の調査（第 5 章） 
 
上記のアプローチに対して以下の結果が得られた． 
 
① AuNP を用いた 2 次元配列構造体の作製法において，SALDI-MS における分析性
能という観点から，溶媒種の組み合わせにより，測定試料の信号強度やフラグメ
ント割合への影響を明らかにした． 
② 表面修飾した AuNP の 2 次元配列基板を SALDI-MS に応用することで，修飾して
いない AuNP に比べ，感度良く試料分子が検出することができた．  
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③ ②で得られた結果において，試料分子の検出に対して，表面修飾分子による影響
だけでなく，AuNP が示す光学応答性の寄与を見出した． 
④ 3 種類の色素分子の SALDI-MS 測定と Raman 測定結果から，分子イオンの信号
強度と Raman 信号の増強度の間には良い相関が得られた． 
 
以上より，本研究で導入した，AuNP の 2 次元配列構造基板を SALDI-MS へ応用する
ことにより，従来法における分析性能の向上に成功した．しかし，詳細な脱離イオン化機
構は明らかになっていない部分もあり，系統的な実験を行うことで，明らかになると期待
される． 
本研究は，イオン化基板作製法の最適化というアプローチから，SALDI-MS 測定結果
を左右するという新しい知見を与え，本研究のみならず，金属ナノ微粒子や無機ナノ構造
体などを利用する他の SALDI-MS 法における基板作製・開発に対しても影響を与えるよう
な重要な結果であると言える． 
